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1. Uvod

Retroviry patfi do skupiny obalenych RNA vird, které
jsou znamy zejména v souvislosti se zavaznymi lidskymi
chorobami, napf. se syndromem ziskané imunitni nedosta-
tecnosti (AIDS) nebo leukémii. Kromé ¢loveéka napadaji
retroviry i dalsi obratlovce véetné opic, koni, kockovitych
Selem, dobytka, ryb a dalSich. Zpisobuji celozivotni infek-
ce vedouci napt. k riiznym typiim nadorovych onemocnéni
nebo imunodeficienci. Za zminku stoji i fakt, Ze téméf
deset procent lidského genomu tvoii desetitisice endogen-
nich retrovirovych sekvenci ve formé tzv. retrotransposo-
nl, které jsme ,,ziskali“ v prub¢hu evoluce. I pfesto, Ze
jsou retroviry po nékolik desetileti pfedmétem intenzivni-
ho studia mnoha laboratoti, zlstavaji stale nekteré déje
v jejich zivotnim cyklu neobjasnéné. Detailni znalost me-
chanismu jednotlivych krokl replikace retroviri na mole-
kularni trovni miize pomoci napf. pfi vyvoji novych ucin-
nych antivirovych 1é¢iv. A pravé nova léciva inhibujici
retroviry jsou velmi zadana, nebot’ diky tomu, Ze jsou tyto
viry velmi neptesné pii replikaci své genetické informace,
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vznikd mnoho jejich mutantti, rezistentnich k soucasnym
inhibitorim'. Dal$im zajimavym aspektem studia retrovirt
je moznost jejich pouziti pii genovych terapiich jako vek-

tord pro cilené vnaseni gend’.

2. Ziakladni popis retroviri a jejich Zivotniho
cyklu

Tak jako ostatni viry, i retroviry jsou plné zavislé na
hostitelské buiice, ktera poskytuje vSechny bunécné fakto-
ry a mechanismy potiebné pro jejich replikaci®. Zivotni
cyklus retrovirti 1ze rozdé€lit na ¢asnou a pozdni fazi (pro
detailni popis Zivotniho cyklu retrovird viz napf. cit.*).
Prvnim krokem cCasné faze je rozpoznani cilové bunky
a vstup ¢4sti viru do cytoplasmy. Retroviry napadaji hosti-
telské buiiky na zakladé specifické interakce povrchovych
glykoproteinli virové c¢astice s bunéénymi receptory.
V piipadé viru lidské imunodeficience (HIV) jsou infiko-
vany pfedev§im makrofadgy a Tylymfocyty (pomocné
T lymfocyty), jejichz CD4 receptory slouzi spolecné
sdalS$imi  membrdnovymi  proteiny, koreceptory,
k interakci s povrchovymi glykoproteiny viru. Poté je
indukovana fuze virové a bunééné membrany, nasledné
dochazi k uvolnéni virového jadra, nesouciho genom viru,
tzv. ,,core®, které vstupuje do buiiky. Po obnazeni virového
genomu dochazi k reverzni transkripci genomové virové
RNA za vytvofeni dvojietézcové DNA. Tento proces kata-
lyzuje enzym reverzni transkriptasa, jejiz objeveni bylo
prevratné, jelikoz zménilo v té dobé uznavané centralni
dogma molekularni genetiky, zalozené na predpokladu, ze
geneticka informace mutze byt vyuzita pouze ve sméru
DNA — RNA — protein. Po reverzni transkripci je vznik-
la DNA transportovana do jadra a integrovana do genomu
hostitelské buiiky retrovirovym enzymem integrasou. Inte-
grovany provirus mize pretrvavat latentné fadu let v geno-
mu bunék jako jeho trvala soucast. Po urcité dobé vsak
dochazi dosud neznamym mechanismem k aktivaci viru
a transkripci virové mRNA je pak nastartovana pozdni
faze virového Zivotniho cyklu. Cast transkriptu slouzi pro
syntézu virovych proteint a ¢ast je inkorporovana do nové
vznikajicich ¢astic jako genomova RNA.

Genom vétsiny retrovird je tvofen dvéma identickymi
molekulami jednofetézcové pozitivni RNA o délce 7 az
12 tisic basi. Na jeho koncich se nachéazeji nekodujici re-
gulacni oblasti, mezi nimZ jsou umistény, podle typu retro-
viru, tfi nebo Ctyfi oteviené Cteci ramce, kodujici struktur-
ni proteiny a enzymy viru, a to gag, pro, pol a env.

Gen gag koduje strukturni polyproteinovy prekurzor
Gag (ndzev pochazi z ,,group antigen), v némz jsou obsa-
zeny vSechny strukturni proteiny, které tvofi schranku
viru. Translaci genu gag ve formé polyproteinového pre-
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kurzoru si retroviry zajiStuji ekvimolarni zastoupeni vSech
strukturnich proteinti i po jejich proteolytickém uvolnéni
z prekurzoru.

Translaci genu pol vznika dalsi prekurzor Pol navazu-
jici na Gag (spojeny, fuzni polyprotein Gag-Pol), kodujici
retrovirové enzymy reverzni transkriptasu, proteasu a inte-
grasu. Tento Gag-Pol prekurzor (u n€kterych retroviri ma
gen pro proteasu vlastni ¢teci ramec (pro): Gag-Pro a Gag-
Pro-Pol) vznika v cca desetkrat niz§i molarni koncentraci
oproti Gag. Divodem je pfiblizné desetiprocentni frekven-
ce posunu ¢teciho rdmce pied koncem genu gag, a tim
eliminace stop kodonu®. Retroviry takto rafinovanym zpa-
sobem reguluji vzajemné molarni poméry strukturnich
proteinti a enzymi. Téch prvnich je totiz zapotfebi vice
k vytvoreni celé castice nez enzymd, které maji vysokou
aktivitu®.

U vétsiny retrovirti, véetné lentiviri, mezi néZ patii
HIV, dochazi ke skladani virovych ¢&astic z prekurzord
Gag (resp. Gag-Pro, ¢i Gag-Pro-Pol) na membran¢ hosti-
telské bunky. U né€kterych retrovird (napf. Mason-Pfizertiv
opici virus, M-PMV) se vsak castice skladaji u jadra, kam
jsou polyproteiny Gag aktivné transportovany dyneinovym
molekulovym motorem’. SloZena nezrald &astice je poté
transportovana k membréané.

Retroviry jsou obalené viry, jejichz proteinova
schranka je obklopena membranou, kterou virus ziskava
béhem uvolnovani z bunky, procesem podobnym puceni.
V membrané jsou umistény povrchové glykoproteiny,
kodované virovym genem env. Prekurzor Env je §tépen na
dvé podjednotky a to povrchovou (SU), kterd je nekova-
lentné spojena s transmembranovou (TM) podjednotkou,
kotvici cely komplex v membrané.

Obalové glykoproteiny jsou, podobné jako jiné mem-
branové proteiny, syntetizovdny na membran¢ endo-
plasmatického retikula a pres Golgiho aparat jsou transpor-
tovany sekre¢nimi vaéky do cytoplasmatické membrany®.
Tam se setkavaji s nezralou ¢astici a dochazi k vychlipeni
membrany a odSkrceni nezralého viru. Béhem tohoto pro-
cesu je aktivovana virova proteasa, ktera vystépuje jednot-
livé proteiny z polyproteinovych prekurzort a ¢astice zra-
je, za preskupeni strukturnich proteind Castice a vzniku
infekéniho viru s pozorovatelnym jadrem, ,,core*. N&které
vysledky naznacuji, Ze by se proteasa mohla uplatiovat
ivcasné fazi, bezprostiedné po infekci pii rozlozeni
,core"’.

Komplexni viry (napt. HIV) kéduji navic regulacni
proteiny, které ovliviiuji charakter retrovirové infekce.
V casticich HIV  bylo navic nalezeno 1 pfes
200 proteind hostitelské bunky, jejichz funkce v Zivotnim
cyklu retrovirti, pokud viibec néjaka je, neni zndma.

3. Soucasné pristupy k inhibici retrovira

Zpocatku se zdalo snadné vyvinout antiretrovirovou
vakcinu, kterd by problém AIDS definitivné vytesila, ale
pfes nesmirné usili fady akademickych pracovist’ i farma-
ceutickych spole¢nosti neni dosud 0¢inna vakcina
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k dispozici'®. Pro prevenci infekce byly testovany i riizné
gely, urcené k aplikaci na potencidlni mista vstupu viru do
téla. Dal§i moznosti protivirové terapie je vyuziti inhibito-
rl vstupu viru do buné€k. HIV primarné napadé pouze bui-
ky imunitniho systému, nesouci na svém povrchu CD4
receptory, tedy makrofagy a Ty,lymfocyty. Pro ¢inny
vstup do téchto bun€k navic tento virus potiebuje i kore-
ceptory CCR5 a CXCR4, a tak mulze byt inhibice jeho
vstupu do bun€k zalozena na cilené mutaci koreceptoru,
pfipadné jejich stinéni, nebo nadprodukci v rozpustné for-
me'"'. Zatim vsak potad plati, Ze nejiginn&jsi prevenci je
staly partner ¢i pouzivani kondomd.

V piipadé 1é¢eni pacientl trpicich AIDS se v soucas-
né dob¢ vyuziva tzv. vysoce ucinna antiretrovirova terapie
(HAART; z angl. highly active antiretroviral therapy). Ta
spociva v souc¢asném pouziti tii inhibitorti enzymi, zejmé-
na proteasy, reverzni transkriptasy a nové i integrasy. Ten-
to postup je v soucasnosti jedinou schvalenou terapii proti
AIDS. Divodem pouziti tii latek soucasné je vysoka pro-
ménlivost viru v diisledku chyb pifi kopirovani genomu
HIV. Tim vznika mnoho mutantt, z nichz nékteii mohou
byt k inhibitorim necitlivi a ti v populaci pfevladnou.
V piipadé kombinace tii inhibitord se toto riziko vyznam-
n¢ snizuje. Pro dlouhodobé uc¢innou antiretrovirovou tera-
pii je vSak potfebné hledat nové inhibitory, ptisobici i na
dalsi kroky zivotniho cyklu retrovird, jako jsou napft. vni-
trobunécny transport virové castice nebo proces jejiho
»puceni“. V posledni dobé sméfuje pozornost i k novym
piistupim véetné inhibice skladani virové &astice'”.
K cilenému navrhu inhibitorti téchto procest je nutné po-
chopeni proteinovych interakci v ¢astici i podrobna znalost
usporadani a struktury nezralé nebo zralé retrovirové casti-
ce. Pouzitim inhibitorti vybranych krokt zivotniho cyklu
retrovird vSak nedochazi ke kompletnimu odstranéni virQ
z téla pacienta, nebot’, jak bylo vySe zminéno, virus pietr-
vava ve form¢ integrovaného proviru v lidském genomu.
Nadéjnou strategii by mohla byt genova terapie cilena na
vSechny buniky obsahujici provirus. Prvnim krokem
v tomto sméru bylo pouZiti ex vivo genové terapie, pri
transplantaci kmenovych bunék kostni diené osetfenych
tak, aby neprodukovaly CCRS5 koreceptor HIV'.

4. Strukturni proteiny retroviru

Retrovirova c¢astice primarné vznikéd v nezralé formé,
tvofené polyproteinovymi prekurzory (obr. 1A). Az po
uvolnéni z buniky jsou prekurzory Stépeny a vzniklé pro-
dukty tvofi zraly infekeni virion (obr. 1B). Spolecné struk-
turni proteiny v prekurzoru Gag u vSech retrovirli jsou
matrixovy (MA), kapsidovy (CA) a nukleokapsidovy (NC)
protein.

Matrixovy protein je zodpovédny za cileni Gag na
misto skladani nezralé virové castice (bud’ pfimo k cyto-
plasmatické membrané nebo k jadru infikované bunky),
iniciuje interakci s membranou, s niZ po maturaci zlstava
asociovan. Na N-konci je kotranslacné myristoylovany,
coz zvySuje jeho afinitu k membrané. M4 také velky vy-



Chem. Listy 106, 911-919 (2012)

Referat

Obr. 1. Schéma struktury nezralé (A) a zralé (B) HIV ¢astice. Barevné jsou znazornény domény polyproteini; a) Gag: tmavé zele-
na — matrixovy protein, ¢ervena — kapsidovy protein, zluta — nukleokapsidovy protein, b) Gag-Pol: fialova — retrovirova proteasa, svétle
zelend — reverzni transkriptasa, svétle modra — integrasa, c) povrchovych glykoproteini: tmavé rizova — povrchova podjednotka (SU),
mode — transmembranova podjednotka (TM) ukotvena v lipidové membrang. Cerné je znazornéna genomova nukleova kyselina

znam pfi inkorporaci komplexu povrchovych glykoprotei-
nl do virionu. Pravdépodobné se podili i na vazb¢ retrovi-
rového genomu pii tvorbeé nezralé Castice.

Kapsidovy protein je hlavnim mediatorem skladani
virové Castice, nebot’ se podili na hlavnich interakcich
vedoucich k vytvoreni jak nezralé Castice, tak (po matura-
ci) i,,core zralého virionu.

Nukleokapsidovy protein pusobi jako ,.chaperon®
virové genomové RNA, tedy protein zabezpecujici sprav-
nou prostorovou strukturu RNA. NC zprostfedkovava di-
merizaci a specifickou inkorporaci RNA do nezralé casti-
ce, k jejimuz vytvofeni tak pfispivd. V ,,core” tvoii pro-
stiednictvim zinkovych prstii a bazické oblasti komplex
s virovou RNA.

U ftady vird jsou v polyproteinu Gag ptitomny i dalsi
proteiny mezi MA a CA, ¢i kratké peptidy mezi CA a NC,
nebo za NC, které maji rizné specifické role (n¢kdy dosud
neznameé) v zivotnim cyklu retrovird.

5. Skladani a struktura retrovirovych ¢astic

Bylo zjisténo, Ze ke skladani proteinové schranky
retrovirovych ¢astic neni nutné prostiedi pfirozeného hos-
titele, nebot’ exprese samotného genu gag vedla k tvorbé
viru podobnych ¢astic (VLP; z angl. virus-like particles)
i ve hmyzich"® nebo bakteridlnich buiikich'*. Bylo proka-
zano, ze tyto Castice jsou svym strukturnim uspotradanim
shodné s virovymi €asticemi vytvofenymi ve svém piiro-
zeném prostiedi, tedy v infikovanych zivocisnych bun-
kach. Navic bylo ukazano, Ze lze VLP pfipravit
i z izolovanych proteinti Gag mimo bunku. Poprvé byly in
vitro poskladany castice z purifikovaného polyproteinu
Gag M-PMV produkovaného v E. coli**. Na toto zjiténi
navazalo mnoho dalSich studii tvorby ¢astic ostatnich re-
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trovirti a obecné lze fici, ze in vitro systém skladani, jak
nezralych, tak i zralych retrovirovych castic, slouzi po
mnoho let ke studiu téchto zakladnich krokd Zzivotniho
cyklu retrovirl. Tento systém se ukéazal jako velmi vyhod-
ny i pro testovani velkych soubort latek s cilem vyhledat
potencialni inhibitory sklddani retrovirovych ¢astic.

Pro ptipravu retroviru podobné Castice in vitro lze
pouzit i zkracené mutanty Gag. Je vsSak vzdy nezbytné
zachovat CA protein, ktery je zakladni strukturni determi-
nantou virové ¢astice a je zodpoveédny za vzajemné intra-
a inter-molekularni interakce pfioligomerizaci proteind
a tvorbé retrovirové Castice. Samotny CA ruznych retrovi-
i vytvari za vhodnych podminek tubularni, kénické anebo
i sférické utvary, podobné ,,core zralého viru. Pro tvorbu
téchto ,,core in vitro je zapotrebi dosdhnout zvySené lo-
kalni koncentrace CA, ktera podpoii vzajemné, prevazné
hydrofobni interakce nutné pro iniciaci skladani Castice.
Toho mize byt dosazeno bud’ v pfitomnosti vysoké kon-
centrace soli, nebo v prostiedi inertnich makromolekul,
tzv. ,,crowding agents“'. Castice zralého uspofadani je
mozné poskladat i z fiizniho proteinu CANC. Tento proces
je samovolny i bez vySe zminénych podminek, nebot’ NC
v pfitomnosti nukleové kyseliny iniciuje pfibliZeni domén
CA, které nasledné vzajemnd interaguji'®. PH ptipravé
CANC lIze navic vyhodn& vyuZzit pfitomnosti zinkovych
prstid v NC pro purifikaci metaloafinitni chromatografii'’
a eliminovat tak pfitomnost histidinové kotvy, ktera ovliv-
fiuje morfologii in vitro poskladanych &astic'®.

Skladani nezralé VLP je moZzno navodit stinénim,
nebo odstranénim N-koncové aminokyseliny CA proteinu,
prolinulg. To zabrani vzniku zralého ,,core“, pro jehoz
vytvofeni je nutny strukturni motiv B-ohybu, ktery in vivo
vznikd pfi zrani retrovirt (po vystépeni CA z prekurzoru
Gag) interakci N-terminalniho prolinu CA s Asp v pozici
50 az 57 (cit.*??). V piipadé nezralé &astice totiz p-ohyb
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nevznika, nebot’ N-koncovy prolin CA je vazan na pred-
chozi sekvenci fetézce Gag. Nezralé Castice lze v in vitro
systému na rozdil od zralych ¢astic pfipravit za fyziologic-
kych podminek; neutralniho pH a nizké iontové sily.

5.1. Nezrala Castice

Nezralé retrovirové Castice jsou sférické a maji vétsi-
nou uniformni velikost, ktera mtize byt v zavislosti na typu
viru 90-120 nm, coz souvisi s riznym poctem molekul
Gag v castici (mezi 1500-2500 kopii).

Interakce molekul Gag v nezralé retrovirové castici
byly studovany prevazné u HIV, viru Rousova sarkomu
(RSV) a M-PMV. Je znamo, Ze hlavnimi interakénimi
motivy jsou CA a NC domény Gag a nikoli MA. Ackoliv
MA miiZe v roztoku trimerizovat® a na lipidové membra-
né& tvofit hexamery®*, pravdépodobné neni v ramci celého
Gag dostatecné silnym interakénim motivem, aby mohl
pfispét k vytvoreni nezralé Castice. CA vytvaii v nezralé
Castici hexamerni prstence, navzajem propojené rdznymi
typy interakei, které se 1iSi od interakci ve zralé retrovirové
¢astici, viz nize.

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) je
mozné v nezralé retrovirové castici (negativné barvené)
vizualizovat jednotlivé molekuly Gag, které¢ jsou radialné
umistény, pficemz N-konec Gag je exponovan vné ¢astice
a jeho C-konec zasahuje dovnitt (obr. 1). Dfive se predpo-
kladalo, Zze sférickd, nezrald retrovirova Castice je
ikosaedralni, nebo ma strukturu fullerenu podobné miizky.
V ptipad€ ikosaedralniho uspofddédni by hexamerni sit’
tvofici plochy musela byt doplnéna dvanacti pentamery
ve vrcholech. Pfitomnost takovychto pentamerti vSak ne-
byla prokazana.

Mikroskopii atomdrnich sil (AFM) byly pozorovany
stovky in vitro ptipravenych nezralych castic M-PMV,
slozenych z CANC s odstranénym N-koncovym proli-
nem®. V hexamernim uspofadani strukturnich proteind lze
pozorovat praskliny bez pfitomnosti pentamerti nebo ob-
lasti s péticetnou symetrii (obr. 2). Tato studie ukazala, ze
nezralé retrovirové Castice nejsou sféry s pravidelnym
usporadanim proteinovych podjednotek. Pomoci kryo-
elektronové mikroskopie (kryo-EM) a tomografie byly
analyzovany nezralé Castice pripravené zcelého Gag,
iz vySe zminéného, modifikovaného CANC. Tato metoda,
kterd na rozdil od vySe zminéné analyzy povrchu cCastic
poskytla 3D analyzu celé Castice, jednoznacné prokazala,
ze nezrala retrovirova astice je nekompletni sféricky ttvar
(obr. 3). Potvrdila rovnéz, Ze oblasti s hexagondlni syme-
trii jsou preruovany nepravidelnymi prasklinami.

Skladani nezralé Castice je velmi rychlé a tvorba sité
polyproteintt Gag je pravdépodobné iniciovana z jednoho
hexameru CA vSemi sméry. Pfi pfipojovani dalSich hexa-
mernich podjednotek dochazi mezi nimi k ur¢itému pnuti,
které se zvySuje s poctem piipojenych podjednotek.
V okamziku, kdy je pnuti vyssi nez flexibilita celé protei-
nové sité, vznika nepravidelnost ve struktufe Castice.
Z tohoto divodu jsou nezralé retrovirové ¢astice nepravi-
delné sféry, jejichz lokalni pravidelné hexamerni uspora-
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Obr. 2. Zobrazeni nezralé in vitro sloZené castice M-PMV
pomoci TEM a AFM: metodou negativniho barveni (panel A),
analyza obrazu TEM filtraci FFT (panel B). Panel C — zobrazeni
v kapalném prostfedi pomoci AFM, panel D — analyza obrazu
AFM filtraci FFT. Use¢ka v panelech A a B predstavuje 30 nm,
vpanelu C 80 nm a vpanelu D 15 nm. Obrazek C pievzat
z Kuznetsov, et al.: Virology 360, 434 (2007), doi:10.1016/
j-virol.2006.10.015 (Copyright © Elsevier Inc. 2006)

Obr. 3. Globalni hexamerni uspofadani proteinovych podjed-
notek v nezralych in vitro sloZenych ¢éasticich M-PMV. Intenzi-
ty Sedé barvy vyjadiuji miru pravdépodobnosti vyskytu hexameru
na daném misté sférické Castice. Pievzato z de Marco, et al.: Jour-
nal of Virology 84, 1129 (2010), doi:10.1128/JV1.01423-10
(Copyright © American Society for Microbiology 2010)

dani proteinovych podjednotek je doplnéno fadou nepravi-
delnosti, tj. chybégjicich molekul Gag. Defekty a nepravi-
delnosti ve struktufe nezralé retrovirové ¢astice maji prav-
dépodobné vyznam pii zrani retrovird. Konkrétné pii
interakci s bunéénymi membranovymi proteiny pii puce-
ni. U C-konce Gag (tedy uvnitf nezralé Castice) totiz byly
lokalizovany aminokyselinové sekvence nezbytné pro
tento proces, které by v pfipadé kompletniho uzavieni
hexamerni sit¢é nebyly pfistupné. Nemensi vyznam
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prasklin 1ze predpokladat pfi prvnim kroku zrani ¢astice,
jimz je odstépeni MA od zbytku Gag. Vzhledem k tomu,
Ze je proteasa lokalizovana v rdmci Gag-Pol ve stfedu ¢és-
tice a MA doména Gag je na povrchu, lze si tézko predsta-
vit interakci proteasy s MA v rdmci kompletni a pomérné
rigidni castice. U D-typu retrovirt, skladajicich nezralé
¢astice v cytoplasmé, by praskliny mohly mit vyznam i pfi
jejich transportu k membrang.

Bylo zjisténo, ze prestoze hlavni strukturni domény
(CA a NC) u riznych typt retrovird, konkrétné HIV, RSV
(vznikaji u membrany) a M-PMV (vznik4 u jadra), jsou
v zasadé velmi podobné, existuji mezi nimi uréité odlis-
nosti v oblasti peptidu oddé€lujiciho CA a NC (SP1) a cas-
te¢né i v usporadani NTD CA (obr. 4).

Nepravidelnosti v nezralé sférické ¢astici branily zis-
kani jejiho elektronmikroskopického obrazu ve vysokém
rozliSeni pro uréeni piesné pozice a orientace jednotlivych
strukturnich proteint. Pfestoze jsou znamy struktury CA
ruznych retrovirt (NMR a krystalograficka data), nebylo
mozné presné urCit jejich interakéni rozhrani. Nedavno
se vSak podafilo z proteinu CANC M-PMV, postradaji-
ciho N-koncovy prolin, pfipravit tubularni ¢astice se stej-
nym usporadanim jako je v nezralé sférické retrovirové
¢astici. Diky pravidelnému uspofadani proteinti v tubule

M-PMV RSV

K

Obr. 4. Panel A- znazornéni prifezu nezralych ¢astic tfi typi
retroviri, pomoci kryo-EM a tomografické analyzy. Panel B-
subtomogramova analyza hexamerni strukturni podjednotky
Castice, vySe pohled shora a niZe pohled z boku. Modfe je zob-
razena NTD CA, zelené CTD CA, cervené tzv. ,,spacer peptid*,
$edé ¢ast NC s navazanou nukleovou kyselinou. Cervené Sipky
v panelech A i B oznacuji vzajemné si odpovidajici ¢asti NTD
CA. Usecky reprezentuji 10 nm. Pievzato a upraveno z de Marco,
et al.: Journal of Virology &4, 1129 (2010), doi:10.1128/
JV1.01423-10 (Copyright © American Society for Microbiology
2010)
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bylo mozné pomoci kryo-EM a tomografie analyzovat
a rekonstruovat jeji strukturu s rozligenim 0,8 nm (cit.”’).
Tato metoda poskytla obraz nezralé Castice s presné defi-
novanymi obrysy elektronovych hustot helixii CA, coz
dovolilo do ziskané mapy piesné€ orientovat jednotlivé
zndmé struktury kapsidového proteinu (obr. 5). Ziskany
model je aplikovatelny na sférickou castici a vzhledem ke
strukturni podobnosti vSech retrovirovych CA je obecné
platny pro retroviry.

CA se sklada ze dvou relativné nezavislych domén,
NTD CA a CTD CA, které jsou navzajem spojeny flexibil-
ni spojkou. V hexamerni siti nezralé retrovirové castice,
fixované vazbami CA, lze nalézt tfi typy symetrii. NTD
CA jsou v hexamernich prstencich kolem velkych otvoril
a maji sice Sestietnou symetrii, ale nejsou spojeny piimy-
mi intra-hexamernimi interakcemi. Tyto interakce 1ze nao-
pak nalézt u CTD CA v oblasti konzervované u vsech re-
trovirt, tzv. hlavni homologni oblasti. To vysvétluje vy-
znam této domény a divod pro jeji zachovani u rtiznych
retrovird béhem evoluce. CTD CA i NTD CA fixuji sou-
sedni hexamery silnymi dimernimi interakcemi s dvoucet-
nou symetrii. Mezi jednotlivymi dimery NTD CA lze vSak
najit i tfiCetnou symetrii, a to v mistech kontaktu soused-
nich hexamert*’.

V Gag HIV se nachazeji jesté€ dva tzv. ,,mezernikové
peptidy* (spacer peptides; SP), coz jsou domény Gag
oznacované jako SP1 (umistény mezi CA a NC) a SP2
(pritomny za NC). Bylo predpovézeno, ze SP1 je vyznam-
nym interakénim motivem, ktery tvofi Sest navzajem inter-
agujicich helixd. NC neni v nezralé ¢astici strukturovany,
dokonce neni nutny ani pro vytvofeni nezralé VLP. Jeho
roli pfi iniciaci interakci domén CA Ize nahradit jinymi
peptidy s interakénim motivem, napf. dimeriza¢ni domé-
nou typu leucinového zipu®™®. Nedavné vysledky rovnéz
ukazaly, ze pro tvorbu nezralé VLP postacuje pouze CA
s N-terminalni ¢asti NC, jejiz bazicka rezidua ziejmé vaz-
bou na nukleovou kyselinu podporuji inicia¢ni interakce
nutné pro skladani &astice””. Tedy NC pravddpodobns
slouzi, diky své vazbé na nukleovou kyselinu, pouze
k vhodnému pfiblizeni interakénich oblasti kapsidového
proteinu.

O strukturnim vyznamu a interakcich dal$ich domén
nekterych retrovird, napt. fosfoproteinové domény a pro-
teinu p12 u M-PMV, nebo kratkych peptidi p4 u M-PMV
¢i p6 u HIV zatim neni nic zndmo. Bylo vSak prokazéano,
ze pl2 obsahuje silny interakéni motiv, vedouci k jeho
oligomerizaci in vitro®® a peptidy p6 a p4 hraji roli pfi in-
terakci s bunéénymi proteiny stimulujicimi odSkrceni viru
z cytoplasmatické membréany.

5.2. Vznik a struktura zralé ¢astice

V okamziku, kdy nezrala retrovirova castice opousti
buriku procesem podobnym puceni, dochazi dosud nezna-
mym zpusobem k aktivaci retrovirové proteasy, ktera po-
stupné a presné definované rozstépi Gag na jednotlivé
funkéni domény. Toto Stépeni zpusobi zasadni zmény
struktury retrovirové ¢astice, kdy dochézi ke kompletnimu
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Obr. 5. Subtomogramova analyza tubularni in vitro sloZené nezralé ¢astice M-PMYV. Zobrazeni hexamerniho uspofadani podjednotek
shora — panel A, a z boku — panel B, zelené je zvyraznéna jedna strukturni hexamerni podjednotka ¢astice. Panel C — uspofadani hexamer-
nich proteinovych podjednotek v tubularni ¢astici zakoncené sférou. Ruzné barvy udévaji miru pravdépodobnosti vyskytu hexameru
v ramci ¢astice, zelena znamena nejvyssi pravdépodobnost, zluta pak nizs§i. Panel D — struktury retrovirovych proteinti umisténé do mapy
elektronovych densit ziskané ze subtomogramového priimérovani. C, N — C a N-terminalni &4st CA proteinu. Cisla ozna¢uji jednotlivé
helixy CA proteinu. Pfevzato a upraveno z Bharat, et al.: Nature 487, 385 (2012), doi:10.1038/nature1 1169 (Copyright © Nature Pu-

blishing Group 2012)

preskupeni jednotlivych proteind a i ke zméné jejich vza-
jemnych  interakci.  Uvolnény = NC  kondenzuje
s genomovou nukleovou kyselinou ve stiedu ¢astice. Od-
Stépeny MA zlstava asociovan s membranou prostiednic-
tvim tzv. bipartitniho interakéniho motivu, sestavajiciho z
bazické domény na povrchu a N-terminalniho zbytku kyse-
liny myristové, ktery se zanofuje do membrany®' %, A CA
vytvoii okolo nukleoproteinu (komplexu NC-RNA) jadro,
tzv. ,,core”. Zbytek molekul CA zlstava v Castici volné.
Nekteré zralé retrovirové castice mohou obsahovat dve
i vice ,,core**>,

Z publikovanych struktur obou domén CA riznych
retrovirl vyplyva, Ze i pfes znac¢nou rozdilnost v primarni
struktufe CA jsou terciarni struktury téchto domén témér
totozné u vsech retrovirl. NTD CA je tvofena sedmi he-
lixy a CTD CA ¢tyfmi helixy. Retrovirové CA navic obsa-
huji konzervované c¢asti, dilezité pro zajisténi protein-
proteinovych interakci a stabilizaci castice. Jedna se
zejména o dimerizani doménu a tzv. hlavni homologni
oblast. Dulezity je i vySe zminény B-ohyb, vznikajici po
vystépeni CA z polyproteinu Gag. U HIV je pro vytvoreni
tohoto ohybu navic nutné i odstépeni peptidu SP1. Ackoliv
je p-ohyb nezbytny pro tvorbu ,,core” ve zralé Castici, bylo
zjisténo, ze pravdépodobné nehraje vyznamnou roli ve
vzajemnych interakcich molekul CA.

Pii zrani viru vznikd ,.core“ procesem, ktery neni
dosud zcela objasnén. Uvaze, e jeho velikost je uréena
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velikosti vnitfniho prostoru ¢astice, odporuji nepublikova-
na data, ukazujici, ze velikost ,.core* pfipravenych
z izolovaného CA in vitro, tedy mimo castici, je shodna
s virovym ,,core“. Usporadani CA v “core* retrovirQ,
zejména HIV, RSV a MLV, bylo studovano transmisni
elektronovou mikroskopii a kryo-elektronovou mikrosko-
pii spojenou s tomografii. Bylo zjisténo, ze CA proteiny
jsou v “core” umistény do pravidelné hexamerni mtizky,
jejiz geometrie je odvozena od fulleren. Pfes podobné
hexamerni uspotadani se vzdalenost center jednotlivych
hexameru ve zralé a nezralé ¢astici 1i$i. Tvar ,,core” mize
byt sféricky (napf. v RSV), tubularni (M-PMV) nebo ko-
nicky (HIV), ale ,,core” mohou mit i jiné tvary, nebo byt
amorfni**. Zakiiveni a uzavieni struktury je umoznéno
diky pfitomnosti pentameri strukturnich proteind, umiste-
nych v pfipad¢ tubularnich a konickych ,,core* na jejich
zaoblenych koncich®, nebo v ptipadé sférického tvaru jsou
tyto pentamery rovnomérné rozmistény36.

Krystalografii, kryo-elektronovou mikroskopii a to-
mografii byla vyfeSena struktura zralého ,,core” HIV
s velmi vysokym rozlienim®’. Bylo zjisténo, Ze ,,core je
stabilizovano pomoci nékolika protein-proteinovych inter-
akcnich rozhrani. Pro detailni analyzy proteinovych inter-
akci ve zralé castici HIV byly pfipraveny i krystaly hexa-
meru a pentameru CA proteinu®’. P¥i pohledu shora se
usporadani proteinti jevi jako hexamerni sit, ktera je tvote-
na dvéma prstenci, spodnim z CTD CA a svrchnim z NTD
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CA. Kontakty mezi hexamernimi podjednotkami zajiSt'uji
dimerni CTD-CTD interakce CA v sousednich hexame-
rech. V ramci jednoho hexameru jsou CA proteiny propo-
jeny pomoci jejich NTD-NTD interakci a NTD-CTD inter-
akci. Prekvapiv€ se jednotlivé interakce v pentameru
a hexameru 1i§f minimaln&*. Volba, zda bude do hexamer-
ni sit¢ inkorporovan pentamer nebo hexamer, zavisi na
elektrostatickych silach a stérickych pozadavcich proteino-
vé sité. Podrobné znalosti struktur zralé i nezralé castice
s vysokym rozliSenim umoznily simulaci zrani retrovirové
Castice a vysvétleni strukturnich zmén vcetné urceni zmén
jednotlivych interakénich rozhrani NTD i CTD kapsidové-
ho proteinu pfi tomto procesu®’.

6. Metody studia struktury retroviri
6.1. Elektronmikroskopické techniky

Zakladni metodou studia struktur retrovirovych céstic
je elektronova mikroskopie. Jelikoz pti pouziti detailnich
struktur biologickych vzorki je realné rozliSeni skenovaci-
ho elektronového mikroskopu nedostatecné, je nutné pou-
zit transmisni elektronovy mikroskop. RozliSovaci schop-
nost TEM totiz umoziuje vizualizovat i jednotlivé protei-
ny virové Castice, napf. polyprotein Gag. Ze ziskanych dat
1ze poté vhodnou metodou analyzy obrazu, jako je napf.
i Fourierova transformace, urCit uspofadani proteind
v Casticich (obr. 2). Takto bylo zjisténo, ze strukturni poly-
proteiny Gag jsou v retrovirové ¢astici usporadany do he-
xamerni miizky*®. Mikroskopii ultratenkych fezi transfor-
movanych nebo infikovanych buné¢k lze pozorovat vytvo-
fené retrovirové Castice i v bakterialnich nebo Zivoc¢isnych
bunikach. Ovsem nevyhodou zakladnich metod elektrono-
vé mikroskopie virovych castic, jako je napf. negativni
barveni pomoci soli tézkych kovt, je fakt, Ze pfi vysuSeni
vzorku mize dojit k ovlivnéni jeho struktury. Z tohoto
diivodu se v posledni dob¢ k urceni detailni struktury viro-
vych ¢astic nejcastéji vyuziva kryo-elektronova mikrosko-
pie, kdy je vzorek v kapaliné velmi rychle zamrazen pii
velmi nizké teploté (cca —190 °C), ¢imz ziistava zachovana
jeho struktura. Kombinaci této metody s tomografickou
analyzou je moZné odhalit 3D struktury ¢astic viri s velmi
vysokym rozli§enim (obr. 4, 5). Pro tyto metody je ovsem
nutno disponovat nejen velmi kvalitnim mikroskopem, ale
i Spickovym pocitacovym a softwarovym vybavenim,
umoziujicim sloZitou analyzu ziskanych obrazi. RozliSeni
ziskané struktury virové Castice je zavislé na pravidelnosti
usporadani jednotlivych domén strukturnich proteint
v ramci Castice.

6.2. Urceni 3D struktury retrovirové ¢astice

K vyfeSeni 3D struktury retrovirové castice lze
svyhodou  pouzit  kryo-elektronové  mikroskopie
s naslednou tomografii. Nejprve je potieba ziskat dostatec-
né mnozstvi snimka ¢astic s co nejvyssim rozliSenim. To-
mograficka analyza probiha tak, Ze je pozorovana virova
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Castice snimana z mnoha riznych thld, zaznamy elektro-
novych densit jsou poté zpracovany analyzou obrazu, po-
skytujici obrazek 3D struktury Castice, tzv. tomogram. Pro
zvySeni rozliSeni vybrané ¢4asti struktury ¢astice 1ze tomo-
gram rozd¢lit do fady mensich ¢asti, tzv. subtomogramil,
které se poté navzajem porovnavaji, a hled4d se mezi nimi
shoda. Pokud dojde k vhodné korelaci mezi jednotlivymi
elektronovymi densitami, mohou tyto byt zprimérovany,
coz vyrazné zvysi rozliSeni subtomogramu, reprezentujici-
ho ¢ast 3D struktury virové Castice (obr. 4, 5).

Do ziskanych map elektronovych densit je pak mozné
vlozit zndmé struktury virovych proteint ¢i jejich domén,
které byly ziskany rentgenovou krystalografii anebo NMR
spektroskopii (obr. 5). Cim je rozli§eni struktury virové
Castice vyssi, tim ptesnéji lze struktury proteint do elek-
tronové mapy umistit. Vzhledem ke komplexnimu uspofa-
dani a flexibilité jednotlivych domén Gag a zejména tUse-
ka, které je spojuji, se dosud nepodafilo pfipravit jeho
krystal pro vyfeSeni jeho struktury. Byly vSak vyfeSeny
struktury jednotlivych domén Gag. Flexibilni tseky spoju-
jici strukturované ¢asti nejsou pravdépodobné pravidelné
usporadané, coz ma logicky divod, umoziuji totiz jednot-
livym proteiniim se natacet a interagovat prostiednictvim
ruznych interakénich rozhrani. Hraji také podstatnou roli
pii zréni retrovirové Castice, tedy pfi Stépeni Gag na jeho
jednotlivé domény, nebot” jsou snadno ptistupné proteoly-
tickému Stépeni.

6.3. Mikroskopie atomarnich sil

Pro pozorovani struktury virovych €astic je mozné
pouzit i mikroskopii atomarnich sil (AFM), kterd umoziu-
je vizualizaci povrchu studovaného pfedmétu pomoci jem-
ného hrotu. Velmi Setrné je zejména pouziti tzv. semikon-
taktntho moédu, pii pozorovani retrovirovych Eastic
v kapaling, coz eliminuje deformaci jejich tvaru a povrcho-
vé struktury. Tato metoda také poskytuje velmi vysoké
rozliSeni, umoznujici po vhodné analyze obrazu i vizuali-
zaci jednotlivych proteinti v Castici a urceni jejich uspora-
dani (obr. 2). Jeji nevyhodou je vSak omezeni pouze na
zobrazeni povrchu pozorovaného vzorku, ktery by mél byt
v optimalnim  pfipadé planarni. Zakfiveni povrchu
v pripad¢ sférickych ¢astic znacné limituje rozliSeni. Pozo-
rovanim povrchu nativnich VLP pomoci AFM bylo poprvé
zjisténo, Ze nezrald retrovirova castice je nekompletni sfé-
ra®, s mnozstvim defektii a Ze se nejedna o ikosaedralni &i
fullerenu podobné usporadani strukturnich proteinti ¢asti-
ce, tak jak je tomu Casto u jinych sférickych vird.

7. Zavér

VyfeSeni struktury zralé i nezralé retrovirové Castice
s vysokym rozliSenim bylo zdsadnim pokrokem pro ziska-
ni podrobné informace nejen o pfesném umisténi jednotli-
vych strukturnich proteint a jejich domén v Casticich, ale
io kritickych interakénich rozhranich téchto proteint.
Tyto vysledky by tak mohly byt vyznamnou pomoci pfi
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snaze hledat nové inhibitory procest skladani ¢i zrani re-
trovirové Castice. Jednou z moznosti je napt. pouziti poci-
tacového modelovani pro cilené navrhovéni latek blokuji-
cich protein-proteinové interakce v retrovirovych casticich
a zabraujicich slozeni castice. Na zéklad€ porovnani
struktur zralé a nezralé virové castice byl také simulovan
proces zrani retrovirové Castice, ktery pfispiva i k roz§iteni
obecnych znalosti o Zivotnim cyklu retrovirg.

Seznam pouzitych zkratek

AFM mikroskopie atomarnich sil

CA kapsidovy protein

CTD C-terminalni doména

FFT rychla Fourierova transformace

HAART vysoce U¢inna antiretrovirova terapie

kryo-EM  kryo-elektronova mikroskopie

MA matrixovy protein

M-PMV Mason-Pfizertiv opici virus

NC nukleokapsidovy protein

NTD N-terminalni doména

RSV virus Rousova sarkomu

SP mezernikovy peptid

SU povrchova podjednotka povrchového glyko-
proteinu

™ transmembranova podjednotka povrchového
glykoproteinu

VLP viru podobna ¢astice

Prace vznikla za podpory grantu MSMT KONTAKT

cislo: LH12011.
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Referat

P. Ulbrich, T. Fiizik, R. Pichalova, 1. Vorackova,
and T. Ruml (Department of Biochemistry and Microbiol-
ogy, Institute of Chemical Technology, Prague): Structure
of Retroviral Particles as a Tool for Designing HIV
Inhibitors

This article describes basic principles of retroviral
shell architecture and the approaches to its studies. Eluci-
dation of the retrovirus particle structure, both in immature
and mature forms, is essential for designing compounds
that could block interactions at interfaces of viral proteins,
which are critical for formation and stability of the parti-
cle. Detailed understanding of HIV structure could thus be
a significant tool in the search for novel types of HIV in-
hibitors targeted on the assembly or maturation of this
virus.



